






















great  losses  in  yields,  especially  in Cd  hyperaccumulator  crops  such  as Glycine max  (L.) Merr. 









roots.  It  is  discussed  that  R.  intraradices mycorrhization would  act  as  a  signal,  promoting  the 
generation of a soybean cross tolerance response to Cd pollution, therefore evidencing the potential 
of this AMF association for bioremediation and encouragement of crop development, particularly 







increased due  to  anthropogenic  activities.  Inorganic phosphate  fertilizers  contain HM  traces  and 
represent an important input of Cd to agricultural soils [1]. Cd is not an essential element for plants 
but can be easily taken up by the roots through plasma membrane transporters of essential metals 




alterations  that  lead  to  a  decrease  in  growth  rate,  causing  a  reduction  in  crop  production  [3]. 





molecule  involved  in  the  non‐enzymatic  antioxidant  defense  [4]. GSH  is  synthesized  from  non‐




Arbuscular  mycorrhizal  fungi  (AMF)  are  ubiquitous  soil  microorganisms  that  establish  a 




AMF  can  improve  plant  tolerance  to HMs  through  different mechanisms,  e.g.,  enhancement  of 
nutrient  supply  or  decrease  of water  stress  [15], metal  sequestration  through  the  production  of 












nutritional quality  are  significantly  reduced whenever being grown  in metal  contaminated  soils. 
Previous studies indicate that Cd severely inhibits soybean growth and that both the amount of non‐




The  aim  of  this work was  to  evaluate  the  stress mitigation  effect  of  the AMF  Rhizophagus 
intraradices root colonization in soybean plants under Cd‐induced oxidative stress. In order to do so, 
plant growth was examined together with Cd accumulation in plants and soil, plant oxidative stress 
marker  (lipid peroxidation), non‐enzymatic defense  (GSH and non‐protein  thiols), and enzymatic 

















Cd  did  not  significantly  modify  the  percentages  of  arbuscules  (72.00%  ±  5.14,  70.83%  ±  5.02, 
respectively; p = 0.4371) and vesicles  (39.33% ± 3.76, 35.67% ± 0.80, respectively; p = 0.1918)  in  the 
colonized  roots  (Table 1). Percentage of  root colonization, arbuscules, and vesicles also  increased 
significantly from the initial time (t0) to t(f) (Table 1). 
Table  1.  Mycorrhizal  colonization  of  soybean  plants  inoculated  with  Rhizophagus  intraradices 
supplemented or not with Cadmium (Cd). 













































root Fe concentration  in M plants with respect  to nM soybean. The amount of Fe accumulated  in 








nM  M  nM  M  nM  M 
Roots  2176.66 ± 140.18ac  2583.33 ± 59.33be  3884.20 ± 46.83ac  5181.20 ± 160.57be  65.52 ± 0.76ac  30.27 ± 0.50be 
Old leaves  1187.16 ± 54.87adg  1980.22 ± 204.9bfi  158.56 ± 11.88adg  130.34 ± 29.26afi  0.726 ± 0.020adg  1.056 ± 0.076bfi 
New leaves  2073.35 ± 15.43ach  2257.14 ± 173.7aei  123.85 ± 10.11adg  79.16 ± 1.15afi  1.600 ± 0.005adh  0.740 ± 0.046bfj 
Leaves*  1630.25 ± 199.7ad  2118.68 ± 119.95bf  141.20 ± 10.43ad  104.75 ± 17.38af  1.163 ± 0.195ad  0.898 ± 0.081af1 





















was not  significantly different  than SL of nM  soybean  (Figure  1c). Non‐mycorrhizal  (nM) plants 
showed a significant decrease in SL at tf of Cd treatment; however, SL of M plants was not modified 
after exposure  to Cd  (M vs M+Cd). Moreover, SL of M soybean plants  (with or without Cd) was 


















soybean  plants, M+Cd  plants  showed  a  decrease  of  oxidative  damage measured  as malon‐di‐
aldehyde  (MDA)  after  40 days of  treatment. Furthermore,  lipid oxidative  level was  significantly 














In  the absence of Cd, M plants had a significantly higher  level of NPTs  than nM plants. Cd 

















The  results of  this study show  that Cd did not alter  the AMF colonization of soybean roots, 
indicating that this metal did not inhibit symbiosis establishment. Although AM fungal colonization 
usually occurs  in highly HM contaminated soils [24], positive (Zea mays–Glomus sp.  isolated  from 
high HM  contaminated  soils  and  this work),  negative  (Cajanus  cajan–Funneliformis mosseae),  and 
neutral effects (Pisum sativum–Rhizophagus intraradices, Zea mays–Funneliformis mosseae) of Cd on root 














explanations  for  this  lack of differences  in Cd, P, and Fe  soil  concentrations between M and nM 
soybean. On  the one hand, both partners of our  experimental  soybean–R.  intraradices  system  are 
recognized  as  extremely  efficient Cd  accumulators  [13,29,30]  and  therefore  have  the  capacity  to 
capture  and  transport metals. AMF Cd  accumulation  capacity may have  considerable  ecological 
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which would also depend on the metals accumulated in the soil. The similar soil content of Cd or Fe 
found  in nM and M plants might be attributed  to  the  co‐transport/capture/translocation of  these 
metals by soybean from the soil due to their importance as nutrients in plant growth, even in the 
absence  of  AMF.  On  the  other  hand,  the  efficiency  of  metal/HM  capture  in  the  plant–AMF 
interactions varies with AMF isolates (isolates of native AMF collected from contaminated soil are 
more efficient  in  the capture of  these metals  than native  isolates  from uncontaminated  soil), host 
genetic diversity, and metal content [13,22,27]. Thus, the R. intraradices strain we used is native but 



























areas  [29].  Surprisingly,  in  our  study,  R.  intraradices  significantly  reduced  Cd  concentration  in 
soybean roots, whereas root colonization in M plants exposed to Cd pollution did not differ in soil 
Cd concentrations observed between M and nM soybean soils. Thus, Cd appears to be trapped in the 
interface  between  soil  and  roots,  suggesting  that  the  hyphal web  of R.  intraradices  in  soil  could 
function as a soil–root intermediary, holding Cd inside extraradical hyphae or surrounding Cd by 
glomalin  binding;  thus, Cd  could never  reach  the  soybean  roots despite  their high  colonization. 






Considering  the  total  (old  and  new)  leaves,  the  accumulated  Cd  did  not  differ  between 
inoculated  and  non‐inoculated  plants.  However,  when  old  and  new  leaves  were  considered 
separately, mycorrhized plants concentrated more Cd in old leaves, but nM plants accumulated more 
Cd in young leaves, as previously reported [37]. Furthermore, in this work, plants did not accumulate 
Cd  in  the mycorrhizal  roots.  Thus,  Cd  content  in  leaves  does  not  seem  to  be  related  to  root 
colonization by AMF, as previously reported for other Fabaceae [22]. Moreover, it has been shown 











better  nutritional  condition  for  the  host  plants.  This  host  nutritional  improvement  through  the 
enhanced nutrient supply by the fungal symbiont is one of the most frequently reported mechanisms 

























antioxidant defense  of plants,  and  its  level  indicates  the  overall plant  redox  state.  In  this work, 
soybean mycorrhization changed GSH content, with low values being recorded with R. intraradices 
colonization at  the  start of  the assay and a  significant  increase of GSH 40 days  later. Thus, GSH 






kinases,  phosphatases,  phospholipases,  and  production  of  signal  molecules,  including  reactive 
oxygen species. Regarding abiotic stresses, AMF colonization is also involved in defense mechanisms 
and processes, possibly with  effects on  the  induction of  stress  resistance  [40]. Moreover,  several 
studies showed that root penetration and colonization by AMF involve a complex cytological and 







Although AMF  colonization  per  se may  produce  oxidative  burst, M  plants  are  able  to  react  by 
decreasing lipid oxidation levels in the presence of HM. Moreover, H2O2 is one of the well‐known 
ROS, functioning as an important signaling compound regarding the interaction of plants and AMF 











the content of NPTs with Cd addition. These  results are  in agreement with  findings  reported by 
Rivera‐Becerril et al.  [23], who showed  that  the genes coding for glutamil cisteinil synthetase and 
GSH synthetase, responsible  for GSH synthesis, were activated by Cd  in M and nM plants. Here, 
there was a high increase  in NPTs  in nM soybean with Cd supply, as expected, because  it  is well 
known that Cd promotes the synthesis of these molecules. Instead, M soybean did not react to Cd 
pollution  and  presented  lower  levels  of  these  detoxification  compounds  than  nM  plants. 
Furthermore, these results indicate that, although the trace of HM chelation is involved in soybean 
responses  to Cd  stress, plants  could not make a great  contribution  to  the Cd  tolerance  strategies 
operating in AM symbiosis. In soybean root under Cd stress, mycorrhizal colonization per se might 
be able  to  increase NTP  levels,  suggesting  that mycorrhization would not enhance plant defense 
through NTPs compared to plants growing without symbiosis. Thus, the positive effect of AMF on 
soybean  defensive  response  through NTPs was  reduced  in  the  presence  of Cd,  suggesting  that 
colonization by R. intraradices would not have a protective effect on soybean via NTPs at this Cd level. 
Even  though  the  frequency  of  AMF  colonization  fluctuated  under  different  experimental 












as  a  buffer  to  Cd  contamination.  Therefore,  AMF  colonization  induces  stress  resistance  [40], 
functioning as a strategy against oxidative stress caused by herbicides  [46] or drought  [47]. Thus, 
plants use  common pathways  and  components  in  the  stress  biotic–abiotic/response  relationship, 
which are known as cross‐tolerance. 
Overall,  R.  intraradices  colonization  in  soybean  plants without  Cd  pollution  reduced  some 
growth parameters, increased lipid oxidation levels, and produced an initial reduction in GSH levels 
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as an anti‐oxidant, suggesting  that mycorrhization per se  implies an oxidative stress  for soybean. 
These phenomena allow plants to adapt to a range of different stresses after being exposed to one 
specific stress, with cross‐tolerance having a direct and useful application in agriculture [48]. Cross‐
tolerance  occurred  by means  of  the  redox  signals  in  the  plant  cell  signaling  pathways  and  the 
accelerated production of ROS [48,49], which is the most important and common response of plants 

























of  soil  remaining  after  removal  of  colonized  roots,  spores,  and mycelia  of R.  intraradices).  Root 





transferred  to  plastic  pots  (two  plants  per  pot)  containing  1.25  kg  of  substrate  (1  soil:1  sand:1 
vermiculite:1 perlite). The substrate was previously steamed‐sterilized twice at 120 °C during 20 min 
after an interval of 24 h, and its determined physicochemical characteristics were the following: pH 
(5.83),  electrical  conductivity  (4.3  dSm‐1),  total  organic  carbon  (6.33%),  total  nitrogen  (0.39%), 








Cadmium  concentration  for  irrigation  and  its  final  availability  to plants were  selected  by  a 
preliminary  test of  soil Cd adsorption  [52]; Cd distribution coefficient  (Kd)  in  substrate was also 







































placed  in  an  ultrasound  bath  for  30  seconds;  then,  0.5 ml  of H2O2 were  added  and  placed  in  a 
thermostatic bath for 1 h. Finally, 5 temperature strokes of 30 s were given at 5 min intervals (reaching 
the boiling of the samples each time) to reach higher temperatures and achieve the total digestion of 
the  samples.  Cadmium,  P,  and  Fe  concentration  in  roots  and  leaves was  determined  by mass 
spectrometry  with  inductively  coupled  plasma  (ICP‐MS)  and  a  concentric  flow  nebulizer 
(Pneumatic). A control without biomass was performed following the same procedure. 
4.4. Growth Parameters 









was determined according  to Hodges et al.  [59]. MDA was quantified using  the molar extinction 
coefficient of 155 mM−1 cm−1, and the results were expressed as nmol MDA g−1 LFW (leaf fresh weight). 
Non‐enzymatic  antioxidant  defense  was  measured  as  reduced  glutathione  content  (GSH) 
according to Akerboom and Sies [60]. The assays were performed using acid extracts of leaves for 
protein precipitation. The oxidation of GSH was produced by DTNB  (5.5′‐di‐thio‐bis‐nitrobenzoic 












Protein  content was  determined  according  to  Bradford  [62]  using  bovine  serum  albumin  as  the 
standard. 
Non‐protein  thiols were measured using  soybean homogenates prepared with  0.250 g  fresh 
soybean leaves homogenized in a mortar with 0.1 g of PVP (polyvinyl pyrrolidone) and 2.5 mL of 0.1 









was  analyzed  by Kolmogorov–Smirnov  or  Shapiro–Wilks  tests,  and  for  the  homoscedasticity  of 






oxidative  damage  response  were  analyzed  by  a  two  way  ANOVA  (additive model),  with  Cd 
treatment  and  mycorrhizal  inoculation  as  independent  factors.  The  post‐hoc  test  of  the  least 





Fe,  and  a  better  overall  reduction  status  (GSH  and  NPTs)  in  mycorrhizal  soybean  plants  are 
advantages  under  Cd  exposure.  However,  these  advantages  were  not  reflected  in  the  growth 
parameters evaluated (TFW and SFW), which were similar for M and nM soybean plants. This lack 
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AMF  isolates, host genetic diversity, and  soil metal  content,  some  studies must be developed  to 
elucidate the possible soybean–AMF mechanisms involved in transport, capture, and translocation 
of soil nutrients. Furthermore, future research on field investigations in agronomic systems should 
be  carried out  considering  cross  tolerance  together with  studies on  the most effective  crop–AMF 
species  combinations  in different  levels of  contamination.  It will be necessary  to use  sustainable 
agronomic systems that counteract the soil HM accumulation, which  is mainly generated  in  large 
quantities by the use of agrochemical inputs such as phosphate fertilizers. 
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responsible for the root colonization quantification of AMF and main discussion of results. A.S.M., M.V.P.C., 
S.V.‐G.,  and  F.Z. participated  in  the  sample processing,  trap plants  culture of AMF used  as  inoculum,  and 
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